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Abstract (Basic) : EP 582243 A 

Hepatitis C virus antigens of formulae 1-6 or 28, and partial 
sequences of at least 4 (pref . at most 9) amino acids are new: 

Leu-Asp-Gly-Val-Arg-Leu-His-Arg-Phe-Ala-Pro-Pro-Cys-Lys-Pro-Leu-Leu-Arg 
(1) 

Leu-His-Glu-Trp-Ile-Ser-Ser-Glu-Cys-Thr-Thr-Pro-Cys-Ser-Gly-Ser-Trp-Leu 
-Arg-Asp-Ile (2) 

Ser-Arg-Arg-Phe-Ala-Glu-Ala-Leu-Pro-Val-Trp-Ala-Arg- Pro-Asp (3) 

Asn-Lys-Val-Val-Ile-Leu-Gly-Ser-Phe-Asp-Pro-Leu-Val-Ala-Glu-Glu-Asp-Glu 
-Arg-Glu-Ile (4) 

Pro-Ser-His-Ile-Thr-Ala-Glu-Ala-Ala-Gly-Arg-Arg-Leu-Ala-Arg-Gly 

(5) 

Ser-Arg-Gly-Asn-His-Val-Ser-Pro-Thr-His-Tyr-Val-Pro-Glu-Ser-Asp-Ala-Ala 
(6) 

Gly-Glu-Ile-Val-Gly-GLy-Val-Tyr-Leu-Leu-Pro-Arg-Gly-Pro-Arg-Leu-Gly 
(28) . 

Also claimed are (i) combination of these and other antigens and 
(ii) the antigens coupled to non-HCV specific residues (esp. biotin) 
and/or aminoacid sequences. 

US E / ADVANTAGE - The antigens are useful (i) as immunoassay reagents 
for diagnostic determn. of anti-HCV antibodies and (ii) as components 
of vaccines to prevent HCV infection. Antibodies raised against them 
can be used similarly to detect the virus itself. The antigens are 
highly selective and, being quite small, can be prepd. by chemical 
synthesis rather than by recombinant methods. 

Dwg.0/0 

Abstract (Equivalent) : US 5674676 A 

Isolated peptide selected from the group consisting of: 

(i) SEQ ID NO: 1: 

Leu Asp Gly Val Arg Leu His Arg Phe Ala Pro Pro Cys Lys Pro Leu Leu 

Arg 

(ii) SEQ ID NO: 2: 

Leu His Gin Trp lie Ser Ser Glu Cys Thr Thr Pro Cys Ser Gly Ser Trp 
Leu Arg Asp lie 

(iii) SEQ ID NO: 3: 

Ser Arg Arg Phe Ala Gin Ala Leu Pro Val Trp Ala Arg Pro Asp 

(iv) SEQ ID NO: 4: 

Asn Lys Val Val lie Leu Gly Ser Phe Asp Pro Leu Val Ala Glu Glu Asp 
Glu Arg Glu lie 

(v) SEQ ID NO: 5: 

Pro Ser His lie Thr Ala Glu Ala Ala Gly Arg Arg Leu Ala Arg Gly 

(vi) SEQ ID NO: 6: 

Ser Arg Gly Asn His Val Ser Pro Thr His Tyr Val Pro Glu Ser Asp Ala 

Ala 

and 

(vii) SEQ ID NO: 20: 

Leu Leu Leu Leu Ala Ala Gly Val Gly lie Tyr Leu Leu Pro Asn 
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@ HCV Peptidantigene und Verfahren zur Bestimmung von HCV 

(§) Es werden neue HCV Peptidantigene beschrfeben. Diese 
Peptidantigene sind zur Bestimmung von HCV-Antikorpern 
als Immunogene zur Herstellung von Antikdrpem gegen HCV 
und als Vakzine zur Herstellung von Impfstoffen gegen HCV 
geeignet 
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Beschreibung 



Die Erfindung betrifft neue HCV Peptidantigene. ein Verfahren zur Herstellungdieser Peptidantigene. sowie 
einVerfahrenzurBestimmungvonHCVunterVerwendungderPeptidantigene 

op? Al 0r -°T e 2 r Vi ™ h A e P?,! itis in Abwesenheit serologischer Marker von bisher bekannten hepatotro- 
pen Agenz.en (z. B. Hepatit. S -A-Virus, Hepatitis- B- Virus, Hepatitis-A- Virus, Cytomegalie-Vinis und Epstein- 
Barr-y.rus) w,rd als Non-A, Non-B-Hepatitis (NANB-Hepatitis) bezeichnet NANB-Hepatitil S wiedeSm 
Zn l ^'ln^ re T a ^ nd sporad ^ h abertragene Non-A, Non-B-Hepatitis und enteral ttbertragene Non-A. 
Non-B-Hepatitis. Fur die parenteral und sporadisch flbertragene NANB-Hepatitis wurde vor kurzem das 

sssssssiisssss^" (Hcv) **" <cho ° q - l et * ^ m (,989) ^-^^ 

pp i C n ^ n 7 0 A S «i!!I SeqUe ?f "CV'V^Proteine ist aus EP-A 0 318 216, EP-A 0 363 025, EPA 388 232 und 

In* PrSI K^ kann • D £ Gen T dCS HCV h8t Cine Un * e von 1 0862 nt Die dureh Transition hervorgehen- 
mni? , nH t » f ™ x G ^,™^o ge ™ n CSL 3000 Aminosauren. Die Proteine lassen sich in Strukturproteine 
(Halle- und Kernproteme) und Nicht-Strukturproteine (NS 1 - NS5) einteilen. 

HCV 5 „ B ^*Tn 8 • °? ^ Cr l° ,gt P* 6 "™*?* dadurch, daB durch immunologische Tests Antikdrper gegen 

So ist es bekannt, in immunologischen Tests beispielsweise das nicht-strukturelle C 100-3-HCV-Protein ais 

SnSmS? mc A € T nden Sf S M 0 oo, n ,i BB °' 1T LABORATORIES, USA und ORTHO DIAGNOSTIC SY- 
STEMS INC, USA; Science 244 (1989 359-364; Van der Poel CLetai Lancet 337 (1991) 317- Alter R 1 I 
GastroentHepatoL(suppL)1990,78). Aiierttj. j. 

Nachteil dieser Tests ist, daB als Antigen ein rekombinantes Protein verwendet wird. Proteine sind weeen 
.hrer DenatunerungsanMigkeit und damit verringerter Loslichkeit und Funktion to Sostischen tIZ 
PrS ^"^^^.Auch die Gr6Be des MeBsignais ist aufgrund der niedrigen ^topSEGTSim 

vemendftwf^ W 5" 'P™ ^ \? ^ ?* kurzke «« es Peptidantigen als BindepaVtnir des An7k6rje£ 
verwendet WI rd. Weiter konnen bei Verwendung von Proteinen oder langkettigen Peptiden als Antigene in 

Z£ , ™™" no, °P sc, ?f " Te " verm . eh " Kreuzreaktivitaten und unspezifische Bindungen\orAn^6rpem Lf" 

^^^^SL^ M ^ P ~ d ^SEtt 

Es ist demzufolge vorteilhaft, in einem immunologischen Test auf Anti-HCV-Antikorper moelichst kurzketti- 
£LK v f ^ d '? nUr A^chnitte der gesamten Proteine darstellen. zu verwendei^Eto oeS 
logisches Verfahren ist von Okamoto (Japan J. Exp. Met 60 (1990) 223-234) beschrieben. Es Ta TsTch TiTXch 

n'K^ 

Weitere HCV-Peptidantigene sind in der Deutschen Patentanmeldung P 42 09 215.9 beschrieben. 
a ."SSS? ? e m vorhe S end en Erfindung ist es, Peptidantigene zur Verfiigung zu steilen. die soezifisch ffir 
Ant> ; HCy.Antik6rper sind und fur immunologische Tests auf Anti-H(^-An^afpe7 geeSt sind 

Diese Aufgabe wird geldst durch die Peptidantigene der Sequenzen ^ 

- 7B6: LDGVRLHRFAPPCKPLLR 

- 7A5: LHQWISSECTTPCSGSWLRDI 

- NS5/1 : SRRFAQALPVWARPD 

- 7B12: NKWILGSFDPLVAEEDEREI 

- 6F1 0: PSHITAEAAGRRLARG 

- 7 A 1 : SRGNHVSPTH YVPESDAA 

- 8C3: LLLLAAGVGIYLLPN 

Oder Peptidantigene, die Teilsequenzen dieser Peptidantigene von mindestens vier, vorzugsweise von 
mindestens sieben, Aminosauren Unge darsteUen. von 

Geeignete Teilsequenzen sind in den Sequenzprotokollen dargestellt 
Besonders bevorzugte Teilsequenzen sind: 



aus Sequenz 7A1 



NS4/3a: HVSPTHYVP 
NS4/3b: VSPTH YVPE 
NS4/3: HVSPTHYVPE 



aus Sequenz NS5/1 



- 7D/2: ALPVWARPD 

- NS5/lb:FAQALPVWA 

Besonders bevorzugt werden Teilsequenzen, deren Unge maximal 9 Aminosauren betrSgt, insbesondere 
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die Substanzen NS4/3 und NS5/lb. Ein besonders bevorzugtes Peptidantigen ist NS5/1. 

Die Durchfuhrung eines Anti-HCV-Antikdrper-Nachweis erfolgt nach den dem Fachmann gelaufigen Metho- 
den. Ein weiterer Gegenstand der Erfindung ist deshaJb ein Verfahren zur Bestimmung von HCV-Antikorpern, 
welches dadurch gekennzeichnet ist, daB die Probe mit mindestens einera Peptidantigen aus der Gruppe der 5 
Sequenzen SEQ ID NO 1-11 und 20 oder Peptidantigenen, die Teilsequenzen dieser Peptidantigene von 
mindestens vier, vorzugsweise von mindestens 7, Aminosauren Lange darstellen, inkubiert und unter Bedingun- 
gen, die die Bildung eines Antikdrper-Antigenkomplexes ermoglichen, die Menge der an das Peptidantigen 
gebundenen Anti-HCV-Antik6rper bestimmt wird. 

Dabei werden die erfindungsgemaBen Peptidantigene vorzugsweise in einem Konzentrationsbereich von !0 
1 — 1000 ng/ml, besonders besonders bevorzugt von 20— 250 ng/ml eingesetzt 

Erfindungsgemafl wird eine Kombination von mindestens zwei der erfindungsgemaBen Peptidantigene oder 
Teilsequenzen davon bevorzugt verwendet Besonders bevorzugt ist es, mindestens ein Peptidantigen der 
Sequenzen SEQ ID NO: t - 1 1 und 20 oder Teilsequenzen davon mit mindestens einem Peptidantigen aus der 
Gruppe der Sequenzen SEQ ID NO: 12—19 oder Teilsequenzen davon zu kombinierea , 5 

Die Sequenzen SEQ ID NO: 12-19 und ihre Hersteilung sind in der deutschen Patentanmeldung P 
42 09 2 1 53, deren Inhalt Gegenstand der Offenbarung der vorliegenden Patentanmeldung ist, beschrieben. 

Die Kombination der Antigene kann beispielsweise dadurch erfolgen, daB mehrere einzelne Peptidantigene 
verwendet werden oder daB Peptidantigene kovalent, zweckmaflig Qber eine Aminosaurenbrflcke, die sich von 
natttrhcherweise in HCV-Proteinen vorkommenden AminosSuren-Sequenz foigen unterscheidet oder einen 20 
Peptid-Linker, aneinander gebunden sind. 

Besonders bevorzugt sind Kombinationen der Antigene: 
Sequenz 4a, 6e, 6b, 2e, 2g, NS4/3, NSS/1 (Kombination 1) 
Sequenz 4a, 6e, 6b, 2e, 2g, NS4/3 (Kombination 2) 

Sequenz 4a, 2g, 2e, 6c, NS4/3, NS5/1 (Kombination 3) M 
Sequenz 4a, 6e, 6b, 2e, 2g, NS4/3a, NS4/3b, NS5/1 b (Kombination 4) 
Sequenz 4a, 6e, 6b t 2e, 2g, NS4/3, NS5/1, 9c (Kombination 5) 
Sequenz 4a, 2g, NS4/3, 2e, 6c, NS5/1, 9c (Kombination 6) 
Sequenz 4a, 6, 2e, 2g, 7A1. NS5/1 (Kombination 7\ 
Folgende Sequenzen sind in der P 42 09 215.9 beschrieben: 



Antigen 


Sequenzprotokoll 


Sequenzprotokoll 




in P 42 09 215.9 


in der vorliegen- 




SEQ ID NO: 


den Anmeldung 
SEQ ID NO: 


4a 


13 


12 


6b 


18 


13 


6e 


21 


14 


2e 


7 


15 


2g 


9 


16 


6c 


19 


17 


9c 


28 


18 


6 


16 


19 



55 

In diesen Kombinationen werden die Antigene bevorzugt in folgenden Mengen verwendet: 



65 
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Menge in 


Kombination [ ng/ml ] 


5 


Antigen 


Bereich 


bevorzugte: 


r Bereich 




4a 


20 




200 


40 




70 




6e 


20 




200 


50 




80 


10 


6b 


20 




200 


40 




70 




2e 


5 




100 


15 




30 




2a 


5 




75 


15 




25 


15 


not / j 


10 




X \J 


ZD 




40 




Mcq / 1 
WOJ / x 


3 




25 


5 




10 




DC 


30 




500 


120 




170 




NS4/3a 


20 




200 


45 




60 




NS4/3b 


30 




250 


80 




90 




NS5/lb 


40 




400 


120 




140 


25 


9c 


100 




1000 


300 




400 




7A1 


10 




120 


25 




40 




6 


20 




200 


50 




80 


30 


8C3 


100 




750 


200 




350 



Vorzugsweise werden die Antigene einzeln, ohne kovalente Bindung aneinander, oder kovalent aneinander 
35 gebunden unter Verwendung eines Peptid-U nkers eingesetzt "-"wer 
Auf Grund der erhdhten EmpfindUchkeit, die bei dem Infektionsparameter HCV notwendig ist werden 
vorzugsweise zum Nachweis heterogene Immunoassays verwendet Diese heterogenen Tests erlauben Wasch- 
schntte, die den MeBsignal-Hintergrund erheblich reduzieren wodurch die Empfmdlichkeit gesteigert wird 
Beispielsweise kann die Bestimmung durch einen Radio- Immunoassay, Enzym-Immunoassay oder durch 
40 ^^^f^nz erfolgen. Obltcherweise wird hierzu das Peptidantigen immobilisiert Die Probe, welche auf 
Anti-HCV- Antikorper untersucht werden soli, wird zugegeben und die an das Antigen gebundenen Antikdroer 
fiber emenmarkierten Anti-Human-Immunglobulin-Antikdrper bestimmt Die Immobilisierung des erfindunes- 
gemaflen Peptidantigens kann adsorbtiv, kovalent oder fiber ein biologisches Bindungspaar wie Biotin/Strepta- 
vidin, Anuk6rper/Antigen, oder Zucker/Lektin erfolgen. Dabei wird das Peptidantigen an diesen Partner kova- 
45 lent gebunden. 

Die erfindungsgemaBen Peptidantigene kdnnen fur Immunoassays vorzugsweise nach dem Fachmann gelaufl- 
gen Methoden, beispielsweise an Kugeln (beads), Kunststoffr6hrchen oder Mikrotiterplatten (bevorzugt Poly- 
styrol I oder Copolymere von Polystyrol), iramobilisiert werden. Dies erfolgt vorzugsweise dadurch, daB das 
Peptidantigen unspezifisch an der Oberflache adsorbiert oder kovalent an funktionalisierte oder aktivierte 
so Oberflachen gebunden wird. Die unspezifische Adsorption kann dadurch verbessert werden, daB man das 
Peptidantigen mit einem Protein zu einem Konjugat verknflpft und dieses Konjugat zur Adsorption verwendet 
(vgLz. B. EP-A 0 269 092). Die Bindung kann auch fiber einen immobilisierten Antikfirper erfolgen. Dazu sollte 
das Peptidantigen so verandert werden, daB das Epitop nicht durch die Bindung des Antikdrpers blockiert wird 
z. B. durch Bddung eines Peptid-Protein-Konjugats. 
55 Die Konjugation des Peptidantigens an den Bindungspartner erfolgt vorzugsweise fiber einen Spacer Dieser 
Spacer enthait zweckmSBig 10-50, vorzugsweise 10-30 Atome und ist ebenfalls bevorzugt ein im wesentlichen 
hneares MolekflL Beispiele hierfflr sind Spacer aus Alkyl-, Polyether- oder Poiyamidketten. In einer besonders 
bevorzugten AusfQhrungsform ist ein Peptidantigen einer Lange von 4-9 Aminosauren fiber einen linearen 
Spacer von 10-30 Atomen an den Trager gebunden. Falls ein Spacer aus Aminosauren verwendet werden soil, 
go besteht dieser zweckmSBig aus Aminosauren, die nicht der Sequenzfolge in unmittelbarer Umgebung des 
Peptidantigens im HCV-Gen entsprechen. 

In einer bevorzugten AusfQhrungsform wird das erfindungsgem&Be Peptidantigen kovalent an Biotin gebun- 
den, wobei die Immobilisierung fiber eine A vidin/S tre pt a vi din- Fes tp ha se erfolgt 
Ebenso geeignet sind Bestimmungsverfahren, bei denen die Detektion nicht fiber einen markierten Antikdr- 
65 per, sondern fiber ein markiertes, weiteres Peptidantigen, welches eine der in SEQ ID NO 1—20 gezeigten 
Sequenzen oder eine Teilsequenz davon aufweist, erfolgt 

Die Hersteliung der erfindungsgemaBen Peptidantigene ist nach den dem Fachmann geiaufigen Methoden zur 
Peptidsynthese mdglich, En weiterer Gegenstand der Erfindung ist deshalb ein Verfahren zur Hersteliung des 
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erfindungsgemaBen Peptidantigens, welches darin besteht daB die das C-terminale Ende bildende Aminosaure 
an einen Trager gebunden wird, vom C-terminalen Ende das Peptidantigen schrittweise aufgebaut und anschlie- 
Bend vom Trager abgespalten wird. 

Im einzelnen wird dazu eine Aminosaure beispielsweise iiber ihre Carboxygruppe an ein unldsliches, leicht 
filtrierbares Polymer geknflpft, und dann vom C-terminalen Ende her die Peptidkette schrittweise aufgebaut Zu 
diesem Zweck wird eine N-geschQtzte Aminosaure mit einer reaktiven Gruppierung des Kunstharzes zur 
Reaktion gebracht Von der am Tragerpartikel kovaient verankerten Aminosaure wird die Na-Schutzgruppe 
entfernt und das resultierende Aminoacylpolymer mit der nachsten N-geschiitzten Aminosaure umgesetzt Von 
dem am Tragerharz kovaient gebundenen Dipeptid wird die Na-Schutzgruppe entfernt und das resultierende 
Aminoacylpolymer mit der nachsten N-geschutzten Aminosaure umgesetzt. Alle QberschQssigen Reagentien 
und Beiprodukte werden durch einfaches Filtrieren entfernt 1st die gewfinschte Peptidsequenz auf diese Weise 
hergestellt wird die kovalente Bindung zwischen der C-terminalen Aminosaure und der Ankergruppierung des 
polymeren Tragers gespalten. Der unldsiiche Trager wird durch einfache Filtration von dem nun in Ldsung 
befindlichen Peptid entfernt Das Peptid wird mittels chromatographischer Methoden gereinigt 

Beispielsweise kdnnen die erfindungsgemaBen Peptidanrigene nach Merrifield, IACS 85 (1964) 2146 herge- 
stellt werdert Eine gegebenenfalls erforderliche Biotinylierung kann beispielsweise nach PNAS USA 80 (1983) 
4045 erfolgen. Ein bevorzugtes Biotinylierungsmittel hierfUr 1st Biotinylaminocapronsaure-N-hydroxysuccinimi- 
dester. 

Ein bevorzugtes Verfahren zur Herstellung von biotinylierten Peptidantigenen 1st die Einfflhrung des Biotin- 
restes am N-Terminus wahrend einer Festphasensynthese des Peptidantigens. 

Dieses Verfahren wird bevorzugt dann verwendet wenn das Peptidantigen mehrere e-Lysin-Aminogruppen 
enthait, die nicht biotinyliert werden sollen. Dies ist beispielsweise dann der Fail, wenn man N-a-Fmoc-N-e-bioti- 
nyl-aminocaproyl^ysin, N-a-Fmoc-N-e-Biotinyllysin oder bei Biotinylierung der N-terminalen Aminosauren 
Biotin, Biodnylaminocapronsaure oder Dimethoxytritylbiotin mit einem Aktivierungsreagenz wie zum Beispiel 
Dicyclohexylcarbodiimid oder als Aktivester einsetzt 

In einer weiteren bevorzugten Ausfuhrungsform wird ein Nachweisantikdrper der beispielsweise gegen den 
Fc-Teil von humanem IgG gerichtet ist, immobilisiert Vorzugs weise wird hierzu ein monokJonaler Antikdrper 
verwendet Das Peptidantigen befindet sich dann in Ldsung. Der nachzuweisende Antikdrper (Analyt) und auch 
alle anderen Antikorper der Probenflussigkeit werden vom Wandantikdrper gebunden. Der gebundene Anti- 
kdrper kann dann den Analyten binden, der mit einem geeigneten Nachweissystem, z. B. kompetitiv mit einem 
Peptidantigen-Enzymkonjugat nachgewiesen werden kann. 

Mit den erfindungsgemaBen Peptidantigenen ist es auch mdglich, durch die dem Fachmann gelaufigen Verfah- 
ren der Immunisierung Antikorper zu erhalten, mit denen das Virus selbst in einem immunologischen Test 
nachgewiesen werden kann. 

Ein weiterer Gegenstand der Erfindung ist deshalb ein Verfahren zur Herstellung von Antikdrpern, welches 
dadurch gekennzeichnet ist daB ein Saugetier mit einem erfindungsgemaBen Peptid, welches gegebenenfalls an 
einen Trager gebunden ist imraunisiert wird und die Antikorper nach bekannten Verfahren z. B. aus dem Serum 
oder der Milz gewonnen werden. 

In einer bevorzugten Ausfflhrungsform werden B-Lymphozyten der immunisierten Here in Gegenwart von 
transformierenden Agenzien mit einer geeigneten Zellinie fusioniert die Zellinie, welche die gewunschten 
Antikdrper produziert kloniert und kultiviert und aus den Zellen oder dem Kulturuberstand die monoklonalen 
Antikdrper gewonnen. 

Mit diesem Antikdrper ist es mdglich, HCV-Viren direkt zu bestimmen. Ein weiterer Gegenstand der Erfin- 
dung ist deshalb ein Verfahren zur Bestimmung von HCV-Viren, welches dadurch gekennzeichnet ist daB die 
Probe mit einem erfindungsgemaBen Antikdrper unter Bedingungen, die eine Antigen-Antikdrperkomplexbil- 
dung erlauben, inkubiert und die Menge des gebildeten Antikdrper- Antigenkomplexes bestimmt wird. 

Ein weiterer Gegenstand der Erfindung ist ein Verfahren zur Herstellung von Impfstoffen unter Verwendung 
der erfindungsgemaBen Peptidantigene sowie ein Vakzin zur Behandlung von HCV-Infektionen, enthaltend als 
Immunogen mindestens ein gegebenenfalls tragergebundenes Peptidantigen mit der in SEQ ID NO I — 11 und 
20 gezeigten Sequenz oder Teilsequenzen davon in einer pharmakologisch effektiven Dosis und in einer 
pharmazeutisch akzeptablen Formulierung. 

Die Herstellung dieser Impfstoffe kann nach den bekannten Methoden durchgefuhrt werden. Bevorzugt 
werden jedoch die Peptidantigene zunachst lyophilisiert und anschlieflend, ggf. unter Zusatz von Hilfsstoffen, 
suspendiert 

Die Impfung mit dem erfindungsgemaBen Vakzin oder Vakzin kombination en kann durch die dem Fachmann 
gellufigen Methoden erfolgen, beispielsweise intradermal, intramuskular, intraperitoneal, intravends, subkutan 
und intranasal. 

Zur intramuskularen oder subkutanen Gabe kann das Vakzin beispielsweise in physiologischer Kochsalzld- 
sung suspendiert sein. Zur intranasalen oder intraoccularen Applikation kann das Vakzin, beispielsweise in Form 
eines Sprays oder einer wafirigen Ldsung angewendet werden. FQr lokale, beispielsweise oraJe Gabe ist es haufig 
erforderlich, die Immunogene zeitweise gegen Inaktivierung zu schfltzen, beispielsweise gegen proteolytische 
Enzyme in der Mundhdhle oder im Magen. Ein derartiger vorflbergehender Schutz kann beispielsweise durch 
Verkapselung der Immunogene erfolgea Diese Verkapselung kann beispielsweise durch Oberziehen mit einem 
Schutzmittel (Mikroverkapselung) oder bei Einbettung einer Vielzahl von erfindungsgemaBen Immunogenen in 
einen schtttzenden Trager (Makro verkapselung) erfolgen. 

Das Verkapselungsmaterial kann semiperraiabel sein oder beim Einbringen in den menschlichen oder tieri- 
schen Kdrper semipermeabel werden. Ublicherweise wird fflr die Verkapselung eine biologisch abbaubare 
Substanz als Trager verwendet 
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Die nachfolgenden Beispiele und Sequenzprotokolle eriautern die Erfindung weiter. 
In den Sequenzprotokollen bedeuten: 

SEQ ID NO 



Antigen 


SE 


7B6 


4 

1 


7A5 


2 


NS5/1 


3 


7B12 


4 


6F10 


5 


7A1 


6 


NS4/3a 


7 


NS4/3b 


8 


NS4/3 


9 


7D/2 


10 


NS5/lb 


11 


4a 


12 


6b 


13 


6e 


14 


2e 


15 


2g 


16 


6c 


17 


9c 


18 


6 


19 


8C3 


20 



Beispiel 1 

Synthese von H-SRRFAQALPVWARPD-OH (NSS/1) 

Das Peptid wurde mittels Fmoc(Fluorenyloxycarbonyl)-Festphasensynthese hergestellt Die Reaktionen wur- 
den an einera Labortec (Schweiz) SP 640 Peptidsynthesizer durchgefuhrt Die Kupplungsreaktionen wurden 
bezflglich Fmoc-Aminosaure-Derivat mit 2.4 Aquivalenten Dicyclohexylcarbodiimid und 2.2 Aquivalenten 
N-Hydroxybenzotriazol wahrend 90 Minuten durchgefQhrt AIs Reaktionsmedium kam Dimethylformamid zum 
Einsatz. Die Fmoc-Gruppe wurde mittels 20% Piperiden in DMF in 10 und 20 Minuten abgespalten. Z0 
Aquivalente von den folgenden Aminosaure-Derivaten kamen zum Einsatz: Pro, Arg(mit PMC (Pentamethyl- 
chroman)-Schutzgruppe), Ser(mit tert -Butyl-Schutzgruppe), Trp, Asp (mit tert-Butylester-Schutzgruppe) Phe, 
Ala, Gin, Leu, VaL Die Kupplungsreaktionen wurden mit der H&ifte der Reagentien wiederholt Der Kupplungs- 
erfolg wurde mittels Kaiser-Test (AnaL Biochemistry 34 (1970) 595) geprQft, die Harzbeladung wurde mittels 
UV-Absorption der freigesetzten Fulven-Gruppe nach jeder Piperidin-Spaltung ermittelt Das Peptid wurde an 
5 g Wang-Harz (PolystyroI/1% Divinylbenzol) mit einer Ladung von 050 mMol/g synthetisiert (JACS 95 (1973) 
1328). Nach der Synthese bet rug der Beladungsgrad noch 039 mMol/g. 

Die Freisetzung des Peptids wurde mit 200 ml Trifluoressigsaure, 200 ml Dichlormethan, 10 ml EthandithioL 
10 ml m-Kresol, 5 ml Ethylmethylsulfid und 5 ml Wasser in 30 Minuten bei Raumtemperatur. Die AbspaltlOsung 
wurde mehrmals mit Toluol eingeengt, dann das Peptid mit Diethylether gefailL 

Zur Entfernung der Scavenger und anderer kfeiner MolekOle wurde das Rohmaterial iiber eine Sephadex 
G10-Saule gereinigt. Es wurden nach Lyophilisieren 2.4 g Material einer Reinheit von 31 % (RP-HPLC) erhalten. 
Um das Material auf die Endreinheit von >95% zu bringen, wurden 250 mg Peptid Qber eine preparative 
RP-HPLC-Sau!e (40mm 250mm) geftlllt mit C18-Material (5 Mikrometer, 300 Angstrom) und einem Wasser/ 
Trifluoressigsaure-, Acetonitril/Trifluoressigsaure-Gradienten gereinigt Es fielen nach Lyophilisation 48 mg 
95.2%iges (HPLC) weiBes Material an. Die Identitat des Materials wurde mittels FAB-MS gepruft 

Beispiel 2 

Zur Biotiny lierung des Peptidantigens aus Beispiel 1 wurde ein Molaquivalent mdglichst konzentriert (Ldslich- 
keit ist von der Aminosauresequenz abhangig) in Argon-gesattigtera Kaliumphosphatpuffer (0,1 mol/1, pH 8,0) 
geldst und mit 3 Aquivalenten D-Biodnyl-e-aminocapronsaure-N-hydroxysuccinimidester geldst in Argon-ge- 
sattigtem Dimethylformamid (Losung von 1 umol Reagenz in 5 uJ DMF) versetzt 

Man ruhrte das Reaktionsgemisch 2 Stunden bei Raumtemperatur unter Argon unter standiger Kontrolle 
mittels analytischer RP-HPLC Wenn <5% Edukt vorhanden waren, wurde der Reaktionsansatz direkt auf eine 
praparative RP-HPLC-SauIe gegeben und das Produktmaterial mittels einem 0.1% Trifluoressigsaure/Wasser- 
zu 0.1% Trifluoressigsaure/Acetonitril-Gradienten (Steigung: 0% auf 100% in 90 Minuten) gereinigt Das Pro- 
duktmaterial wurde durch Einengen und Lyophilisation der Produktfraktionen erhalten. Die Ausbeuten lagen 
zwischen 40% und 90%. AIs Analytik dienten fOr die Reinheit HPLC, HPCE und TLC, fur die Identitat LSI-MS 
(Molpeak) und TLC mit spezifischen Anftrbereagentien (p-Dtmethylaminozimtaldehyd auf Biotin) und Gehalts- 



DE 42 40 980 Al 



bestimmung tiber Mikroanalyse (Nitrogen). 

Beispiel 3 

HCV-Antikdrper werden in einem 2-Schritt-Sandwich- Immunoassay bestimmt Zum Nachweis werden die 
Reagentien mit folgender Zusammensetzung verwendet: 

Reagenz 1 

Kombinationen 1 —6 der Peptidantigene, biotinylierte Peptidantigene oder Peptidantigene allein. 

40 mmol/1 Phosphatpuffer pH 7.0 

0.9 Gew.-% NaCl 

10 VoL -% Rinderserum 

Reagenz 2 

20 mU/ml eines Konjugats aus polyklonaJem Antikorper gegen humanes Immunglobulin (Schaf) und Peroxi- 
dase 

40 mmol/I Phosphatpuffer pH 7.0 
0.05 Gew.-% Tween® 20 
0.2% Rinderserumalbumin 
0.2% Rinder-IgG. 

In einem mit Streptavidin beschichteten PolystyroirShrchen (hergestellt nach Beispiel 1 von EP-A 0 344 578) 
werden 1 ml Reagenz 1 und 10 \ii Probe eine Stunde bei Raumtemperatur inkubiert AnschlieBend wird dreimal 
mit Leitungswasser gewaschen und mit 1 ml Reagenz 2 fur eine Stunde bei Raumtemperatur inkubiert Anschlie- 
Bend wird dreimal mit Leitungswasser gewaschen. Zur Nachweisreaktion werden 1 ml ABTS* (2^'-Azino-di- 
p-ethyl-benzthiazoIinsuIfonatfe^Diammoniumsalz, !3mmoI/l in 100 mmol/I Phosphatcitratpuffer pH 4.4 mit 
3.2 mmol/I Natrium-perborat) zugegeben. Nach 60 min wird die Extinktion bei 420 nm photometrisch gemessen. 
Die Ergebnisse zeigen die Tabellen I, II und 1 1 1. 

Eriauterungen zu den Tabeilen 

- / + : negativ/positiv (Der Cutoff far ein positives Signal im ELISA ist definiert als die mittlere Extinktion bei 
420 nm plus 3 Standardabweichungen eines KoIIektivs von 10 negativen Kontrollseren, Die Proben wurden bei 
einer ProbenverdOnnung von 1 : 250 vermessen). 

Als Antigenkonzentrationen wurden verwendet: 
a) als einzelnes Antigen im Test 



Antigen 


Menge [ng/ml] 


7B6 


200 


7A5 


200 


NS5/16 


130 


NS5/1 


85 


7D2 


200 


7B12 


200 


6F10 


70 


7A1 


200 


8C3 


300 



10 



15 



20 



25 



30 



35 



40 



45 



50 



b) in den Kombinationen 



55 



60 



65 
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Menge [ng/ml] in 


Kombination 






Antigen 


1 


2 


3 


4 


5 


6 




A — 


52 


65 


52 


50 


50 


52 




/- 

oe 


58 


73 


— 


58 


55 


— 


10 


6b 


52 


65 


- 


50 


50 


- 




2e 


20 


25 


20 


20 


18 


20 




2g 


17 


21 


17 


17 


15 


17 


15 


NS4/3 


30 


38 


30 


— 


27 


30 




NS5/1 


7 




7 




7 


7 




6c 






150 






150 


20 


NS4/3a 








51 




— 




NS4/3b 








83 








NS5/lb 








130 






25 


9c 










350 


350 




7A1 
















6 















30 



35 



40 



45 



50 



55 



60 



65 
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Tabelle I 



|I+ll+J1+llll<f + lflllJI| + 5 



1 t i I i i i i I i i i + i i i » i r i i i + i i 



10 



CM 
Q 



I I * I i f i I I i i I + i i + I I » I I I I i i 



15 



■St 

to 
z 



1+1 ll+ll+l + I+ fffltftlJ+ + + 



20 



CO 

z 



1+1 Il + ttll + l+ lll1ltll l+ + + 



25 



in 

< 



i i t i i i i i i i i J I i i i + i i i i i i i + 



30 



CO 



l i \ I 1 i I I I i i I i I J i i I i l i t i i + 



35 



< 

CO 

z 



+ 1+ J++I+ + + + + + I + + + + + + + + + 



+ 1+ + + + + + I + + + + + + + + + 



40 



jQ 

CO 

z 



+ 1+ !++! + + I 4* + I I + + + + | | + + + + + 



45 



CO 
Z 



+ + + l+l I + + + + + I I + + + + ( | + + + 



50 



49 
CO 



NO 



0\ 



CM 



in 



CO 



o 

CM 



CM 



CM 
CM 



CM 



CM 



in 

CM 



55 



60 



65 
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Tabelle III 



Serum 


Antig 


Bl 




B2 


— 


B3 


+ 


T\ A 

B4 


+/— 


B5 


- 


B6 




B7 


+/— 


no 

B8 


+ 


B9 


+ 


BIO 


+ 


Bll 


— 


B12 


— 


B13 




B14 


+ 


B15 




B16 




BI7 


+ 


B18 


+ 


B19 


+ 


B20 




S25 


+ 


01 




56 


+ 


Negativ-control 
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SEQ ID NO: 1 



ART DER SEQUENZ: Peptid 
SEQUENZLANGE: 18 Aminos auren 



Leu Asp Gly Val Arg Leu His Arg Phe Ala Pro Pro Cys Lys Pro Leu 

15 10 15 

Leu Arg 



SEQ ID NO: 2 

ART DER SEQUENZ: Peptid 
SEQUENZLANGE: 21 Aminos auren 



Leu His Gin Trp He Ser Ser Glu Cys Thr Thr Pro Cys Ser Gly Ser 

1 5 10 15 

Trp Leu Arg Asp He 

20 



SEQ ID NO: 3 

ART DER SEQUENZ: Peptid 
SEQUENZLANGE: 15 Aminosauren 



Ser Arg Arg Phe Ala Gin Ala Leu Pro Val Trp Ala Arg Pro Asp 
15 10 15 
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SEQ ID NO: 4 

ART DER SEQUENZ: Peptid 
SEQUENZLANGE: 21 Aminosauren 



Asn Lys Val Val He Leu Gly Ser Phe Asp Pro Leu Val Ala Glu Glu 

15 10 15 

Asp Glu Arg Glu He 

20 



SEQ ID NO: 5 

ART DER SEQUENZ: Peptid 
SEQUENZLANGE: 16 Aminosauren 



Pro Ser His He Thr Ala Glu Ala Ala Gly Arg Arg Leu Ala Arg Gly 
1 5 10 15 



SEQ ID NO: 6 

ART DER SEQUENZ: Peptid 
SEQUENZLANGE: 18 Aminosauren 



Ser Arg Gly Asn His Val Ser Pro Thr His Tyr Val Pro Glu Ser Asp 

1 5 10 is 

Ala Ala 



DE 42 40 980 Al 



SEQ ID NO: 7 

ART DER SEQUENZ: Peptid 
SEQUENZLANGE: 9 Aminosauren 

His Val Ser Pro Thr His Tyr Val Pro 
1 5 



SEQ ID NO: 8 

ART DER SEQUENZ: Peptid 
SEQUENZLANGE: 9 Aminosauren 

Val Ser Pro Thr His Tyr Val Pro Glu 
1 5 



SEQ ID NO: 9 

ART DER SEQUENZ; Peptid 
SEQUENZLANGE: 10 Aminosauren 



His Val Ser Pro Thr His Tyr Val Pro Glu 
1 5 10 
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SEQ ID NO: 10 

ART DER SEQUBNZ: Peptid 
SEQUENZL&NGE : 9 AminosSuren 

Ala Leu Pro Val Trp Ala Arg Pro Asp 
1 5 



SEQ ID NO: 11 

ART DER SEQUENZ: Peptid 
SEQUENZLANGE : 9 Aminosauren 

Phe Ala Gin Ala Leu Pro Val Trp Ala 
1 5 



SEQ ID NO: 12 

ART DER SEQUENZ: Peptid 
SEQUENZL&NGE: 9 Aminosauren 



Lys Asn Lys Arg Asn Thr Asn Arg Arg 

5 
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SEQ ID NO: 13 



ART DBR SEQUENZ : Peptid 
SEQUENZLANGE: 9 Aminosauren 



Lys Phe Pro Gly Gly Gly Gin He Phe 

5 



SEQ ID NO: 14 

ART DER SEQUENZ: Peptid 
SEQUENZLANGE: 9 Aminosauren 

Gin Asp Val Lys Phe Pro Gly Gly Gly 

5 



SEQ ID NO: 15 

ART DER SEQUENZ: Peptid 
SEQUENZLANGE: 9 Aminosauren 



Ser Gin His Leu Pro Tyr He Glu Gin 

5 



16 
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SEQ ID NO: 16 



ART DER SEQUENZ: Peptid 
SEQUENZLANGE: 9 Aminosauren 



Gin Lys Ala Leu Gly Leu Leu Gin Thr 

5 



SEQ ID NO: 17 

ART DER SEQUENZ: Peptid 
SEQUENZLANGE: 12 Aminosauren 



Gin Asp Val Lys Phe Pro Gly Gly Gly Gin lie Val 

5 10 



SEQ ID NO: 18 

ART DER SEQUENZ: Peptid 
SEQUENZLANGE: 15 Aminosauren 



Lys Ala Arg Arg Pro Glu Gly Arg Thr Trp Ala Gin Pro Gly Tyr 

5 10 15 



10 



15 



20 



25 



30 



35 



40 



45 



50 



55 



60 
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SEQ ID NO: 19 

ART DER SEQUENZ: Peptid 
SEQUENZLANGE: 16 Aminosauren 

Pro Gin Asp Val Lys Phe Pro Gly Gly Gly Gin lie Val Gly Gly 

5 10 15 

Val 



SEQ ID NO: 20 

ART DER SEQUENZ : Peptid 
SEQUENZLANGE: 15 Aminosauren 

Leu Leu Leu Leu Ala Ala Gly Val Gly He Tyr Leu Leu Pro Asn 

5 10 15 

Patentanspruche 

1. HCV Peptidantigene mit den Aminosauresequenzen SEQ ID NO: 1 -6 oder mit Teilsequenzen davon mit 
mindestens 4 Aminosauren Lange. 

2. HCV Peptidantigene nach Anspruch 1 mit Teilsequenzen von maximal 9 Aminosauren Lange. 

3. HCV Peptidantigene nach Anspruch 2 mit den Teilsequenzen SEQ ID NO: 7, 8, 10, 1 1. 

4. HCV Peptidantigene gemaB Anspruch 1 mit den Teilsequenzen SEQ ID NO: I oder 9. 

5. Kombination von HCV-Peptidantigenen aus 
SEQ ID NO: 12, 14, 13, 15, 16,9,3oder 

SEQ ID NO: 12, 14, 13, 15, 16,9 oder 
SEQ ID NO: 12, 16, 15, 17,9, 3 oder 
SEQ ID NO: 12, 14, 13, 15, 16, 7,8, 1 1 oder 
SEQ ID NO: 12, 14, 13, 15, 16,9,3, 18oder 
SEQ ID NO: 12, 16, 9, 15, 1 7, 3, 18 oder 
SEQ ID NO: 12, 19, 15, 16, 6, 3. 

6. Verfahren zur Hersteliung von Peptidantigenen nach den Anspruchen 1 bis 4, dadurch gekennzeichnet, 
daB die das C-terminale Ende bildende Aminosaure an einen Trager gebunden wird, vom C-terminalen 
Ende das Peptidantigen schrittweise aufgebaut und anschlieBend vom Trager abgespalten wird. 

7. Verfahren zur Bestimmung von HCV-Antik8rpern, dadurch gekennzeichnet, daB die Probe mit einer 
Kombination von mindestens zwei Peptidantigenen aus der Gruppe SEQ ID NO: 1—6 oder Peptidantige- 
nen, die Teilsequenzen dieser Peptidantigene von mindestens 4 Aminosauren Lange darstellen, inkubiert 
und, unter Bedingungen, die die Bildung eines AntikOrper-Antigenkomplexes ermdglichen die Menge der 
an das Peptidantigen gebundenen HCV-Antikdrper bestimmt wird. 

8. Verfahren nach Anspruch 7, dadurch gekennzeichnet, daB die Kombination mindestens ein Peptidantigen 
mit 4— 9 Aminosauren Lange enthalt welches eine Teilsequenz von SEQ ID NO: 7, 8, 10, 1 1 darstellt 

9. Verfahren nach Anspruch 7, dadurch gekennzeichnet, daB die Kombination zusatzlich mindestens ein 
HCV-Antigen aus der Gruppe SEQ ID NO 12— 19 enthalt 

10. Verfahren nach Anspruch 7, dadurch gekennzeichnet, daB die Kombination mindestens ein Peptidanti- 
gen aus der Gruppe SEQ ID NO: 3 und 9 enthalt 

1 1. Verfahren nach Anspruch 9, dadurch gekennzeichnet, daB als Kombinationen 
SEQ ID NO: 12, 14, 13, 15, 16, 9, 3 oder 

SEQ ID NO: 12, 14, 13, 15, 16,9 oder 
SEQ ID NO: 12, 16, 15, 17, 9,3 oder 
SEQ ID NO: 12, 14, 13, 15, 16, 7,8, 1 1 oder 
SEQ ID NO: 12, 14, 13, 15, 16,9,3, 18 oder 
SEQ ID NO: 12, 16, 9, 15, 17, 3, 18 oder 
SEQ ID NO: 12, 19, 15, 16,6,3 
verwendet werdea 

12. Verfahren zur Hersteliung von Antikdrpern gegen HCV-Antigene, dadurch gekennzeichnet, daB ein 
Saugetier mit einem gegebenenfalls tragergeburidenen Peptidantigen SEQ ID NO: 1 —6 oder einer Teilse- 
quenz davon immunisiert wird, polyklonale AntikSrper gewonnen werden oder Zellen dieser Here, die 
Antikdrper produzieren, zu Zellinien immortalisiert werden und aus diesen Zellinien monoklonale Antikdr- 
per gewonnen werden. 

13. Verfahren nach Anspruch 12, dadurch gekennzeichnet daB als Peptidantigene, die Teilsequenzen dar- 
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steIIen,SEQ ID NO: 7— 1 1 verwendetwerden. 

14. Verfahren zur Bestiramung von HCV-Viren, dadurch gekennzeichnet, daB die Probe mit einem Antikdr- 
per nach Anspruch 12 oder 13 unter Bedingungen, die eine Antigen-Antikdrperkomplexbildung erlauben, 
inkubiert wird, und die Menge des gebildeten Antikdrper-Antigenkomplexes bestimmt wird 

15. Vakzin zur Behandlung von HCV-lnfektionen, enthaltend mindestens ein gegebenenfalls tragergebun- 
denes Peptidantigen SEQ ID NO: 1—6 oder Peptidantigene, die Teilsequenzen dieser Peptidantigene von 
mindestens 4 Aminosauren L&nge darstellen als Immunogen, in einer pharmakologisch effektiven Dos is und 
in einer pharmazeutisch akzeptablen Formulierung. 

1 6. Vakzin nach Anspruch 1 5, dadurch gekennzeichne t, daB als Peptidantigene, die Teilsequenzen 
SEQ ID NO: 12, 14, 13, 15, 16, 9 t 3 oder 

SEQ ID NO: 12, 14, 13, 15, 16, 9 oder 
SEQ ID NO: 12, 16, 15, 17. 9, 3 oder 
SEQ ID NO: 12, 14, 13, 15, 16, 7, 8, 1 1 oder 
SEQ ID NO: 12, 14, 13, 15, 16,9, 3, 18 oder 
SEQ ID NO: 12, 16, 9, 15, 17, 3, 18 oder 
SEQ ID NO: 12, 19, 15, 16,6,3 
verwendet werden. 

17. Verfahren zur Hersteilung von Impfstoffen unter Verwendung der Peptidantigene SEQ ID NO: 1—6 
oder Peptidantigene, die Teilsequenzen dieser Peptidantigene von mindestens 4 Aminosauren Lange dar- 
stellen, ais Immunogene. 



25 
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